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Ligand Binding Specificity of Androgen Receptor Mutants detected in Prostate Cancer
Shigeki Tokonabe (Department of Urology, Saitama Medical School, Moroyama, Iruma -gun, Saitama 350 -0495, 
Japan)
Advanced prostate cancer may often progress as an androgen independent tumor in spite of androgen ablation 
therapies or medication of antiandrogen drugs. This diverse resistance to the hormonal therapies is thought to 
be due to the amplified, overexpressed or mutated androgen receptor (AR). Previous studies indicated that the 
mutated AR loses the specificity to the ligands. However, the functional relationship between mutations of AR and 
specificity of ligands are poorly understood. In this report, the author shows the dissociation constants (Kd) of 
mutated ARs to eight ligands including an antiandrogen drug (hydroxyflutamide). Only one amino acid mutation 
in the ligand -binding pocket, can cause a significant change on the binding affinity. Loss of ligand specificity is 
observed in the mutated AR such as L701H, H874Y, T877A and T877S, of which mutation is located in 3 or 11 
α- helix of the ligand binding domain. Various changes of the affinity are seen among the mutants, which suggest 
that the mutated ARs could be different mechanisms for tumor growth in prostate cancer cell.
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ター（AR）には発現量の増加 3, 4)や変異体の出現 5 - 7)
が報告されており，これらの ARの異常が癌の内分
泌療法抵抗性や antiandrogen withdrawal syndrome
の主要な要因と考えられている．ARは N末端に転
写活性化部位 (Transactivation) ，中央に DNA結合


























　AR の cDNA は pSGAR2 に 挿 入 さ れ た 状 態 で
Chawnshang Chang博士から供与を受けた．ARには
N末端領域の cDNAに GC配列に富む部分（Fig. 1A）
があり全配列を PCRで増幅することはできなかった．
このため以下に示すように ARの cDNAを 3つのフラ
グメントに分けて，pBluescript II KS (－)のマルチプ
ルクローニングサイト（MCS）の Sal I siteと Bam HI 
siteの間に 3段階で挿入して，pARを作製した．
　まず，ARの C末端領域の 1691から 2757までの
cDNA を PCR で 増 幅 し，Hind III site と Bam HI　
siteを用いて pBluescript II KS (－)のMCSに挿入して
pAR-HBを作製した．さらに，N末端領域の 1から
117までの cDNAを PCRで増幅し pAR-HBの Sal Iと
Hind III siteの間に挿入して pARΔSHを作製した．最
後に，残りの 118から 1690までの cDNAのフラグメ
ントを制限酵素 Sma Iと Hind IIIで pSGAR2から切り






















のウリジンを含んだ培地で 37 ℃で 6時間培養し
た．培地を 5,500 rpmで 10分間遠心し，その上清
に polyethylenglycol（PEG）溶液を濃度が 5 ％ PEG / 

















Table 1. AR mutants in prostate cancer
床鍋　繁喜 27AR変異体のリガンド結合の特異性
組換え体ウィルスの産生・精製・増幅
　Sf9（Spodoptera frugiperda）細胞及び HF（High 
Five）細胞は Complete TC -100培地（10％ FCS）を用い
て 27 ℃で培養した．pVL1392由来のトランスファー
ベクター pTOFに，それぞれの変異体の cDNAを Nde 










（27 ℃，4時間）させ，2 ％ NuSieve GTG Agarose（FMC 




と 2×105 cells の Sf9 細胞とを 24 well のプレート
で 27 ℃，3日間培養しウィルスを増幅した．タン
パク質の発現を確認するために増幅させたウィルス
100 μlを 2×105 の HF細胞に感染（27 ℃，3日間）
させ，回収した細胞を 150μlの sample bufferに溶解，
その 15μl を 8％のゲルを用いて SDS-PAGEを行い
Coomasie Brilliant Blue (CBB)で染色した．ARの過
剰発現が認められたウィルスを 2段階目以降の増幅に
用いた．40μlのウィルスと 2×107 cellsの Sf9細胞を
150 cm2のフラスコで 27 ℃，3日間培養してさらに増
幅し，最後にその培養上清 4 mlと 5×108 cellsの Sf9
細胞を 1 lのスピンナーフラスコで 27 ℃，3日間培養
して，合計 3段階で増幅した．
変異体 ARの発現
　増幅させたウィルス 40 mlと 5×108 cellsの HF細
胞を 1 lのスピンナーフラスコで培養し（27 ℃，48時
間），変異体 ARのタンパク質を大量に発現させた．
回収した細胞を 20 mlの緩衝液（20 mM Hepes -KOH 
(pH 7.9)，10％ glycerol，100 mM KCl，0.5 mM 
phenylmethylsulfonyl fluoride，5 mM dithiothreitol）
に懸濁し，超音波ホモゲナイザーを用いて均質化







0.2 -16 nM の [3H] Mibolerone （PerkinElmerTM）を用
いた．結合反応は 20 mM Hepes -KOH (pH 7.9)，10％ 
glycerol，100 mM KCl，10 mM sodium phosphate，0.5 
mM phenylmethylsulfonyl fluoride，5 mM dithiothreitol
を含む 100μlの反応系で 4 ℃，8時間行った．
　反応液を 200μlの hydroxyapatite（バイオゲル HT，
BIO-RAD）と混合し，レセプターと結合した [3H] 
Miboleroneをフィルター（Whatman GF/C filter）で回
収した．反応液に 0.1％ Triton X -100を含んだ洗浄液





















































































nM）と比較して H874Y（Ki＝58 nM），T877A（Ki＝14 
Fig. 1.  A. Location of AR mutants, The AR contains 
structural three major domains: N - terminal domain involved 
in transcriptional regulation, DNA -binding domain, and 
C - terminal ligand -binding domain. The all AR mutations 
examined in this study were located in the ligand -binding 
domain as indicated. B. Ligands used in the binding 
assay. C. Expression of AR mutants in insect cell, AR was 
overexpressed in insect cell by using baculovirus expression 
system. High Five cells infected the recombinant AR viruses 













Fig. 2. A. Saturation binding experiments of ARwt, Saturating binding assay was performed using 0.2 -  16 nM [3H] Mibolerone. 
All AR mutants bound to [3H] Mibolerone and the dissociation constants were calculated by using Graphpad Prism 3. B. 
Competitive binding experiments of ARwt, Competitive binding assay was carried out using 5 nM [3H] Mibolerone and 
increasing concentration of unlabeled ligands. EC50 were worked out from the competitive binding curve. 
Table 2. The dissociation constants (Kd) of AR mutants to the ligands
  * indicates significantly lower Kd or Ki than that of ARwt 












ンドとの結合ポケット（Fig. 3）は主として 3，5，11 α-
ヘリックスで形成されている 14)．今回作製した 8種類


































































Fig. 3. The 3D structural model of AR ligand binding domain 
that bound to DHT A. The locations of all mutant ARs used 
in this study were indicated. B. The 12 α- helix of AR ligand 
binding domain was deleted in order to see the ligand binding 
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